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E ABSTRACT. Epizootiology of Entomophthoralean fungi. Use of Zoophthora 
radicans (Brefeld) Batko (Zygomicotina: Entomophthorales) for the biocontrol 
of Epinotia aporema (Wals.) (Lepidoptera: Tortricidae) in Uruguay. Epinotia 
aporema (Walsingham, 1914) (Lepidoptera: Tortricidae) is the major pest spe- 
cies damaging forage legumes and soybeans in Uruguay. The larvae feed on the 
flower buds and growing structures of birdsfoot trefoil (Lotus corniculatus), red 
clover (Trifolium pratense) and alfalfa (Medicago sativa) causing important los- 
ses in seed production. In 1989, a monitoring program was started for adults 
using light trap and in 1991, a monitoring program was conducted for larvae 
through weekly samples of stems. The sampled larvae were incubated indivi- 
dually until pupation or death. The occurrence of an insect pathogenic fungus, 
Zoophthora radicans (Brefeld) Batko (Zygomycetes: Entomophthorales) was re- 
ported in 1992 among the incubated larvae. Since then, a research program de- 
veloped aims to obtain further basic information about this new fungus- host 
interaction, leading to an evaluation of the prospects for the use of Z. radicans 
for control of E. aporema. Prevalence in the field showed high variation bet- 
ween years. Lab trials were conducted to multiply the pathogen “in vitro” and 
to evaluate the effect of climatic conditions on.the growth and sporulation of 
the fungus. The isolated n° 2377 was selected causing high mortality among 
every larval stage in 2-7 days. The fungus showed the best radial growth at 25° 
C and the highest spore production at lower temperatures. Mortality attained 
“in vitro” varied between 9-54 percentage depending on temperature. Natural 
subtrates were assessed for multiplication of the pathogen. Mycelium growth 
was only observed on common and parboiled rice media in a period of time 
comparable to its growth on SDAY (around 14 days). High mortality rates we- 
re achieved from spore shower discharged by the inoculated rice. 


INTRODUCCIÓN 


Epinotia aporema (Wals) (Lepidoptera: Tortrici- 
dae) es una de las principales plagas que afectan 
la producción de semilla de leguminosas forraje- 
ras en Uruguay. Las larvas, que tienen hábito ba- 
rrenador, se alimentan de los brotes de las plantas 
y son especialmente perjudiciales atacando brotes 
florales y disminuyendo la producción de semilla. 
El período en que causa los mayores daños, du- 
rante la floración y la maduración de la semilla, 
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coincide con el momento en que los insectos po- 
linizadores son necesarios en el cultivo. Esto difi- 
culta el control de la plaga ya que cualquier me- 
dida de control químico que se tome afecta la ac- 
ción de los insectos benéficos. Durante mayo y 
junio de 1992, en poblaciones naturales de E. 
aporema se registró una epizootia causada por un 
hongo que fue aislado en laboratorio e identifica- 
do como Zoophthora radicans (Brefeld) Batko 
(Zygomicete: Entomophthorales). El desarrollo de 
la misma produjo porcentajes de mortalidad ele- 
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vados durante un período de más de cuatro sema- 
nas. A partir de ese momento se planteó la posibi- 
lidad de evaluar el potencial de utilizar el patóge- 
no en programas de control biológico de la plaga. 


Antecedentes. Epinotia aporema es un insecto 
que se alimenta de brotes de diversas leguminosas 
como habas, porotos, soja, alfalfa, tréboles y lotus. 
Su existencia en Uruguay se conoce desde hace 
muchos años, sin embargo su importancia como 
plaga se hizo notoria con el impulso dado a la 
producción de soja en la década del 70 (Bentan- 
court £ Scatoni, 1989; Zerbino & Alzugaray, 
1991a). En esa época se realizaron estudios de 
biología y comportamiento (Morey, 1972). 

El comportamiento de este insecto tiene algu- 
nas características que son determinantes en su 
incidencia como plaga, tiene un amplio rango de 
plantas hospederas que permite que las maripo- 
sas durante todo el año encuentren un ambiente 
adecuado para la oviposición y por consiguiente 
el desarrollo de poblaciones cada vez más nume- 
rosas. El hábito barrenador impide que se obser- 
ven los daños hasta que son irreparables, cuando 
los brotes se secan y mueren, característica que 
también dificulta el control químico. Otro proble- 
ma que se presenta para el control químico es 
que el momento de ocurrencia de la plaga en le- 
guminosas forrajeras es la floración, cuando es 
necesaria la mayor actividad de los insectos poli- 
nizadores. Por otra parte el control que ejercen 
los enemigos naturales sobre la plaga es muy res- 
tringido (Zerbino & Alzugaray, 1991a, b). 

Desde 1990 en La Estanzuela se realiza el es- 
tudio de la fluctuación poblacional de adultos de 
epinotia a través de capturas en una trampa de 
luz negra. El objetivo del monitoreo es detectar el 
momento en que las mariposas realizan la ovipo- 
sición, dato que posiblemente permita prever la 
ocurrencia de los ataques dando tiempo para la 
toma de decisiones en cuanto a medidas de con- 
trol (Zerbino & Alzugaray, 1993). De acuerdo con 
el ciclo del insecto, el uso de un sistema de mo- 
nitoreo como la trampa de luz permite anticipar- 
se en unas dos semanas al momento de ocurren- 
cia de los daños. Esta anticipación da la posibili- 
dad de utilizar formas de control de efecto lento, 
como productos fisiológicos (inhibidores de la 
síntesis de quitina) que no presentan problemas 
de toxicidad para abejas y otros insectos benéfi- 
cos (Zerbino € Alzugaray, 1991a, 1993). Un in- 
conveniente de estos productos es su costo, que 
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supera el de los insecticidas más tradicionales. 

En junio de 1991 se comenzó a muestrear en La 
Estanzuela, en forma semanal, semilleros de alfal- 
fa, trébol rojo y lotus con el objetivo de colectar e 
identificar posibles agentes de control natural de 
epinotia como patógenos, parasitoides o predato- 
res. Los resultados fueron parcialmente desalenta- 
dores ya que de 1700 larvas observadas en un año 
una solamente murió parasitadas (0,05%) (Zerbino 
& Alzugaray, 1991 a). En mayo de 1992 se detectó, 
a través de los muestreos, una mortalidad elevada 
de larvas, producida por un hongo. El mismo fue 
aislado en el laboratorio y enviado a especialistas 
que lo identificaron como perteneciente al género 
Zoophthora, Zygomicotina: Entomophthorales (Al- 
zugaray et al., 1992; Alzugaray et al., 1993). 

Entre los distintos grupos de patógenos de in- 
sectos con posibilidades de uso en control bioló- 
gico, el grupo de los Entomophthorales es reco- 
nocido por la capacidad de causar epizootias na- 
turales que regulan las poblaciones de diversos 
insectos como moscas, áfidos y lagartas. Su ac- 
ción puede ser muy virulenta incluso en zonas de 
clima templado. Las principales dificultades para 
la utilización de hongos como agentes de control 
biológico son la dependencia de condiciones de 
alta temperatura y humedad y la producción de 
conidios infectivos (Smits & Eilenberg, 1992a, b). 

La producción de insecticidas biológicos en el 
mundo desarrollado está concentrado en métodos 
de alta tecnología que involucran equipamiento 
complejo y condiciones de cultivo estériles. Estos 
métodos son inapropiados para los países en vías 
de desarrollo que requieren de sistemas de produc- 
ción baratos y localmente de uso común. El suce- 
so de dos programas, uno en Brasil y otro en Chi- 
na, demuestra que esto es posible (Prior, 1989). 


Sistema insecto-patógeno-ambiente. En la natu- 
raleza, el 80% de las enfermedades en los insec- 
tos son causadas por hongos (Pérez, 1995). El uso 
de microorganismos para controlar un insecto 
plaga presenta ventajas en cuanto a especifici- 
dad, a la dispersión natural dentro del ecosiste- 
ma, al control permanente que ejerce si el pató- 
geno logra colonizar el ambiente y a la baja tasa 
de resistencia comparado con los agroquímicos 
sintéticos (Lecuona, 1996). También deben tener- 
se en cuenta las limitantes propias del método que 
implican una alta dependencia de factores climá- 
ticos, la necesidad de conocer con precisión los 
componentes del sistema, ciclos biológicos y ca- 
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racterísticas del comportamiento tanto del insecto 
plaga y del patógeno como del cultivo de que se 
trate. Entre las limitantes se deben considerar ade- 
más las dificultades que aún no han sido supera- 
das en cuanto a la conservación del agente de 
control (Fuxa, 1987; Lecuona, 1996). 

En el caso particular del uso de hongos como 
agente de control las limitantes involucran espe- 
cialmente una alta dependencia del ambiente y ca- 
racterísticas propias como una actuación lenta y 
persistencia pobre. Entre las ventajas podemos con- 
tar una alta capacidad de reproducción, facilidad 
para la multiplicación en medios artificiales, la pe- 
netración al hospedero a través del tegumento (no 
necesitan ser ingeridos) y que la trasmisión horizon- 
tal posibilita la infección por contacto y no sola- 
mente a través de la progenie como es el caso de 
virus y protozoarios (Fuxa, 1987; Lecuona, 1996). 

En el sistema específico que estamos conside- 
rando se identificaron características de los compo- 
nente individuales que favorecen el desarrollo de 
las epizootias, 1) el insecto-plaga (epinotia) está 
presente durante todo el año y por tanto el control, 
la multiplicación y dispersión del patógeno puede 
llegar a ser permanente; 2) las hembras depositan 
los huevos en forma aislada en varias hojas, lo que 
favorece la mayor exposición al hongo; 3) las legu- 
minosas forrajeras son especies de duración entre 
3 - 4 años, lo que da tiempo para que el patógeno 
se establezca; 4) se trata de cultivos de follaje den- 
so lo que favorece condiciones de alta humedad y 
restringe la llegada de rayos ultravioletas que per- 
judican la sobrevivencia del hongo; 5) el patóge- 
no aparece en forma natural, en distintas regiones 
del país; 6) presenta mecanismos de dispersión 
activa en los que las esporas son liberadas violen- 
tamente al medio (Stewart et al., 19964). 

Otro factor de mortalidad natural fue aislado e 
identificado en el transcurso de los relevamientos 
de campo comprendidos en el proyecto. Se trata 
de un virus de granulosis que afecta larvas de epi- 
notia causando mortalidad elevada especialmen- 
te en la zona norte del litoral (Alzugaray et al., 
1996; Ribeiro et al., 1996; Rocco, inéd.). 

Las epizootias naturales registradas cada año 
desde el primer aislamiento, se presentaron coin- 
cidentemente a fines de otoño y principios de in- 
vierno, cuando las condiciones de temperatura 
máxima, temperatura mínima y humedad relativa 
ambiente promedio eran superiores a las norma- 
les de esa época del año, durante varios días (ve- 
ranillos) (Alzugaray et al., 1994, 1996). 
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Cronograma. El proyecto se desarrolló sobre la 
base de un plan de trabajo que incluía trabajos de 
laboratorio y de campo en forma simultánea. 


1. Ajuste de técnicas para la cría del insecto. La 
comparación de diferentes dietas y el alimento 
suministrado en forma natural (inflorescencias o 
brotes foliares de leguminosas) condujo a que se 
optara por el alimento natural debido a posibles 
interacciones negativas entre los componentes de 
la dieta artificial y el desarrollo de la infección del 
hongo en el insecto. 

Las posturas se obtienen en tubos de farol re- 
cubiertos por papel toalla. Las larvas se separan 
en recipientes individuales y el alimento se cam- 
bia dos veces por semana. Los brotes se revisan 
cuidadosamente antes de suministrarlos para evi- 
tar incorporar otra larva en el recipiente. 


2. Aislamientos. Se llevaron a cabo muestreos en 
diferentes zonas de producción de leguminosas 
forrajeras y soja en el país, especialmente el lito- 
ral oeste uruguayo. Se colectaron larvas de epino- 
tia infectadas por Zoophthora radicans en varias 
de ellas. Se colectaron también otros insectos in- 
fectados por el mismo hongo como larvas de 
Anacampsis humilis Hodges (Lepidoptera: Gele- 
chiidae) y una especie de áfido no identificado. 
Se cuenta con una colección de aislamientos de 
las difierentes localidades y hospederos. 


3. Multiplicación en diferentes medios. Los prime- 
ros aislamientos se realizaron en medio EYSDA 
(SDA+milk/egg yolk agar). Para la multiplicación y 
conservación de los mismos se probaron PDA (po- 
tatoe dextrose agar), SDA (Sabouraud destrose agar), 
EYSDA, SDAY, SYB (sacarose yeast broth y Beauvais 
& Latge). El mejor crecimiento se logró sobre el me- 
dio sólido SDAY (Sabouraud dextrose yeast agar), y 
el líquido Beauvais & Latge (Keller, 1993). 


4. Caracterización de los distintos aislamien- 
tos. Sobre la base del crecimiento in vitro se se- 
leccionaron seis aislamientos identificados con 
los números 2330, 2377, 2481, 2553 (obteni- 
dos de larvas de E. aporema), 228 (obtenido de 
larva de A. humilis) y P6 (de áfido). Se realiza- 
ron ensayos de crecimiento del hongo a 15, 20 
y 25 ° C, en los que se constató un mayor cre- 
cimiento radial del hongo a 25 ° C y una mayor 
producción de esporas por unidad de superficie 
a 15 ° C (Tabla I). 
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Tabla I. Crecimiento y esporulación in vitro de Zoophthora radicans a distintas temperaturas. 




















Temperatura Crecimiento radial Esporas/mm2 en cultivo 
a los 7 días (mm)* invertido durante 24 hs.* 
25°C 34,0 a 0b 
20°C 21,6 b 1035 a 
LE 17,6 b 1118 a 
p< 0,001 p < 0,002 


S aaa 


* Valores seguidos por la misma letra no son diferentes estadísticamente para el nivel de probabilidad indicado. 


5, Selección. Se realizaron ensayos para evaluar 
la patogenicidad, infección de distintos estadios 
larvales y estados de crecimiento del insecto, y 
patogenicidad a diferentes temperaturas. El aisla- 
miento más promisorio fue el 2377 por su capa- 
cidad de provocar mortalidad en todos los esta- 
dios larvales e inclusive pupas (Alzugaray et al., 
1996) en menos tiempo. Se observó mortalidad 
por este aislamiento en un período que varió entre 
2-7 días dependiendo de la temperatura y concen- 
tración del inóculo. Al evaluar la patogenicidad 
del hongo a 15, 20 y 25 ° C se logró la mayor mor- 
talidad a temperaturas más bajas (Fig. 1). Estos re- 
sultados eran esperables dado que la mayor espo- 
rulación del hongo se produce a temperaturas ba- 
jas. Los resultados también coinciden con el ran- 
go'de temperatura máxima promedio cuando apa- 
recen los mayores picos de mortalidad a campo. A 
temperaturas máximas promedio por encima de 
20 ° C la mortalidad a campo por el patógeno fue 
prácticamente nula en el período 1992-96 con la 
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Fig. 1. Mortalidad in vitro causada por Zoophthora ra- 
dicans en larvas de Epinotia aporema. 
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excepción de 1993 (Alzugaray et al., 1996). Estos 
datos corroboran los obtenidos en el laboratorio, 
donde a 25 ° C no existe esporulación del hongo 
y los porcentajes de mortalidad disminuyen a me- 
dida que aumenta la temperatura. 


6. Multiplicación en medios simples. Se proba- 
ron diferentes medios naturales con el objetivo 
de determinar las posibilidades de multiplica- 
ción masiva del patógeno. Estos fueron: cáscara 
de naranja molida, maíz molido, afrechillo de 
trigo, granos de cebada y arroz común y parbo- 
lizado. En los únicos sustratos en los que se ob- 
servó crecimiento miceliar del hongo fue en.los 
dos tipos de arroz. Las esporas provenientes del 
sustrato arroz parbolizado fueron capaces de 
causar mortalidades de 55-75% en bivensayos 
con larvas de cuarto y quinto estadio, a 20 ° C 
(Stewart et al., 1996b). Los diferentes métodos 
evaluados para la conservación a largo plazo 
del arroz infectado como la liofolización, y se- 
cado al vacío con silica gel, no han sido exito- 
sos (Stewart et al., 1996b). 


CONCLUSIONES 


El trabajo permitió seleccionar un aislamiento 
capaz de infectar larvas de todos los estadios y 
pupas y causar la muerte en un período entre 2 - 
7 días. Fue posible multiplicar exitosamente el 
patógeno in vitro tanto en medios líquidos como 
en medios naturales simples. 

El medio que permitió los mejores resultados 
fue el arroz parbolizado. El patógeno multiplica- 
do sobre este medio en condiciones de campo 
causó mortalidad que varió entre 12,7% a los 
cuatro días de la aplicación y 30% a los siete 
días cuando fue aplicado en parcelas prelimina- 
res de 15 x 15 metros. 
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